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@ Verfahren zum Nachweis von Antigenen mit einem Affinitatssensor 

© Die Erfindung betrifft efn Verfahren zum Nachweis von 
Antigenen mtt einem Affinitatssensor fur die Messung, bei 
dam die Sensoroberflache mit einem komptementSren Affi- 
nititspartner In Form eines Komplexes mit einem (colloidalen 
MetaJI und anschlieftend mit einer fbtografischen Entwick- 
lerldsung und einer Metalldsung behandeit wird. Der Affini- 
tatssensor soil auch niedermolekuiere Antigene, wie z. B. 
Pestizlde, Antibiotika, Hormone, Vitamine oderToxine, nach- 
weisen konnen. 

Mit dem erfindungsgemiSen Verfahren wird mit einem 
sensltiven Element auf der Oberflache dee Affinftatssensors 
das Antigen immobilisiert und dann mrt seinem komplemen- 
taren Affinrtatspartner und der unbekannten Mange des 
Antigens behandeit und zur Verstirkung des Signals der 
^ komplementare Affinitatspartner in Form eines KompJexes 
^ mit einem kolloidaien Metall eingesetrt und die Oberflache 
dea Sensors nachfolgend mit einer fotografischen Entwick- 
0) leriosung und einer Metalldsung behandeit. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft cin Verfahren zum Nachweis 
von Antigenen mit eincm Affinitatssensor fttr die Mes- 
sung, bei dem die Sensoroberfiache mit einera komple- 
mentaren Affmitatspartner in Form eines {Complexes 
mit einem kolloidalen Metall und anschlieBend mit einer 
fotografischen Entwicklerldsung und einer Metalldsung 
behandeltwird 

Affmit&tssensoren und Verfahren zu deren Herstel- 
lung sind bekannt Ein Oberblick fiber Affinitatssenso- 
ren ist z, B. aus der Literaturstelle Scheiler u. Schubert, 
Biosensoren, Basel, BirkhSuser Verlag, 1989, zu entneh- 
men. Insbesondere die piezoelektrischen Sensoren wer- 
den bisher zum Nachweis von Mikroorganismen, Anti- 
biotika, Pestiziden, Hormonen, Vitaminen und Toxinen 
eingesetzt Bei diesen sogenannten Immunosensoren 
wird dabei so vorgegangen, daB eine Komponente an 
die sensitive Fftche des Sensors (z. R an einen Schwing- 
kristall) gebunden wird, und daB dann durch Anlagerung 
(Bindung) des anderen Partners eine Masseanderung 
erzeugt wird. Durch die erzeugte Masseanderung tritt 
im Falle des piezoelektrischen Sensors auch eine Ande- 
rung der Frequenz ein, so daB dann eine Detektion er- 
folgt (Guilbault, G.G. and Luong, JJHLT. im Wagner, G. 
(1994) and Guilbault, G.GJFood biosensor analysis, Mar- 
cel Dekker, Inc. New York S. 151 -172). 

Bei hochmolekularen Substanzen und Zellen gibt es 
dabei keine Nachweisprobleme, Ein derartiger Piezoim- 
munosensor ist in der US 4314321 beschrieben, der 
hochmolekulare Antikdrper nachweist 

Niedermolekulare Substanzen (besonders Pestizide) 
sind jedoch aufgrund der geringen Masseanderung 
(Molekulargewichte unter IjOOO Dalton) direkt kaum 
nachweisbar. In der US 3,904,367 wird versucht, dieses 
Problem dadurch zu Idsen, daB an das an der Oberflache 
gebundene Antigen verschiedene Antikdrper (AK1 bis 
AK3) angekoppelt werden. Es wird dabei so vorgegan- 
gen, daB ein gegen das Antigen (Ag) gerichteter Anti- 
korper AK1 zugegeben wird, der an Ag bindet Im fol- 
genden werden dann gegen den AK1 gerichtete Anti- 
korper AK2 eingesetzt, die an verschiedenen Epitopen 
von AK1 binden, so daB pro AKl-Molekflle mehrere 
AK2-Molekfile gebunden sind. Weiterhin kann dann ein 
dritter Antikorper (AK3) zugesetzt werden, der gegen 
AK2gerichtetist 

Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, daB auch 
dadurch nur eine geringe Verstarkung (bis 10 x) er- 
reichbar ist und die Bindungszeiten der einzelnen Anti- 
korper sich surnrnieren und dadurch lange Inkubations- 
zeiten erreicht werden. 

Ausgehend hiervon ist es Aufgabe der voriiegenden 
Erfindung, ein Verfahren zum Nachweis von Antigenen 
mit einem Affinitatssensor vorzuschlagen, mh dem es 
mdglich wird, auch niedermolekulare Antigene, wie z. B. 
Pestizide, Antibiotika, Hormone, Vitanrn« oder Toxine, 
nachzuweisen. 

Die Aufgabe wird durch die kennzilrfamfaa Merk- 
male des Anspruches 1 geldst Die UtteraDsprfiche zei- 
gen vorteilhafte Weiterbildungen auf. 

ErBndungsgemlB wird somit vorgeschlagen, die aus 
der Fotochemie bekannte Reaktion mit einer Entwick- 
lerldsung mit der Affinitatsreaktion zu koppeln. Diese 
Reaktion nutzt die Wechselwirkung kolloidbildender 
Metalle mit einem Entwickler und einer Metalldsung 
(Sviridov, V.V„ Kondratlev, VA. (1978) Fotografische 
Prozesse mit silberfreier physikalischer Entwicklung [in 
russ.) Uspeci nautchnoi fotografii 1, S. 43—64). Oberra- 
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schenderweise hat es sich gezeigt, daB sich urn ein Atom 
des kolloidalen Metalles mehrere tausend Atome des 
Metalles aus der Metalldsung lagern. Dadurch entsteht 
eine Massezunahme, die gegenfiber der normalen Mas- 
5 sezunahme, die durch die Affinitatsreaktion erreicht 
wird, urn mehrere GrdBenordnungen grdBer ist 

Im einzelnen wird nun so vorgegangen, daB in einem 
ersten Schritt ein Antigen oder eine Anugen-Modifika- 
tion auf die Oberflache eines sensitiven Elementes, z. B. 

to einem Schwingkristall, immobilisiert wird. Im folgenden 
wird dann auf die Oberflache die zu bestimmende La- 
sting des Antigens und gletchzeitig eine Ldsung mit ei- 
ner konstanten Konzentration des komplementaren Af- 
finitatspartners in Form eines Kompiexes mit einem 

15 kolloidalen Metall aufgegeben. Das zu bestimmende, 
freie Antigen konkurriert nun mit dem resonatorgebun* 
denen urn die Bindung mit den komplementaren Affini- 
t&tspartner. Je mehr freies Antigen in der Ldsung ent- 
halten ist, desto weniger komplementare Affinitatspart- 

20 ner binden am resonatorgebundenen Antigen und desto 
geringer ist dadurch auch die Anbindung an den kom- 
plementaren Affmitatspartner am Resonator und desto 
geringer die Verstarkungsreaktion. Es wird also eine 
umgekehrte prozentuale Abhangigkeit des Sensorsi- 

2s gnals von der Analytkonzentration (Antigen) gefunden 
(Konkurrenzprinzip). Wesentlich beim ei-findungsgema- 
Ben Verfahren ist nun, daB die Konkurrenzreaktion mit 
einem komplexierten komplementaren Affmitatspart- 
ner durchgef Qhrt wird, wodurch skh ein Affinitatskom- 

30 plex an der KristaUoberflache ausbildet Als Metalle 
kommen hierbei grundsatzlich alle koHoidbildenden 
Metalle, insbesondere Gold, Silber, Kupfer oder Nickel, 
in Frage. Die Masseanderung, die dadurch erreicht wird, 
ist schon gr5Ber als die, die durch das bloBe Anbinden 

35 des Affinitatspartners erreicht wird. Es hat sich jedoch 
gezeigt, daB diese Massezunahme allein noch nicht aus- 
reicht, urn ein hinreichend groBes MeBsignal zu erzeu- 
gea 

ErfmdungsgemaB wird nun so vorgegangen, daB der 

40 vorstehend beschriebene Afftnitatskomplex mit einer 
Entwicklerldsung, wie sie an und fur sich aus der Foto- 
chemie bekannt ist, und einer ein Metallsalz enthalten- 
den Ldsung behandelt wird. Oberraschenderweise hat 
es sich gezeigt, daB durch die Zugabe des Entwicklers 

45 und des Metallsalzes eine regelrechte Wolke urn das 
kollotdale Metall gebildet wird, wobei eine Massezu- 
nahme resultiert, die urn mehrere GrdBenordnungen 
(100- bis lOOOfach) grdBer ist als die Massezunahme, die 
durch das bloBe Anbinden des komplementaren Affini- 

50 tatspartners erreicht wird Die Fig. 1 zeigt hierbei, stell- 
vertretend fur einen Affinitatskomplex, schematisch den 
Zustand, wie er nach Behandlung mit der Entwicklerld- 
sung mit der Metalldsung vorliegt Hierin bedeutet 
m die Metallwolke, die aus der Metallsalzldsung ent- 

55 stent, 

Me das kolloidale Metall, 
A den komplementaren Affinitatspartner, und 
B das Antigen. 
Als Entwicklerldsung kdnnen dabei alle an und fur 

60 sich aus dem Stand der Technik bekannten Entwickler- 
ldsungen aus der Fotographie eingesetzt werden. Ein 
Oberblick fiber derartige Entwicklerldsungen ist z. B. im 
ROMPP Chemielexikon, Band 9, 1993, S. 309, enthalten. 
Als Metalldsungen kdnnen ebenf alls alle metalisalzhalti- 

65 gen Ldsungen, insbesondere Silber-, Nickel- und Cu- 
Salzldsungen, z. B. Nitrate, eingesetzt werden. Bevor- 
zugt werden f fir den Fall, daB Au als kolloidales Metall 
eingesetzt wird, Ag-Salze verwendet Generell muB das 
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Metal] aus der Metallsalzldsung unedler als das kolloi- 
daie Metall sein. 

In Abwandlung des vorstehend beschriebenen Ver- 
fahreas ist es auch mdglich, dem Komplexierungsschritt 
vorgelagert zuerst an das resonatorgebundene Antigen 5 
einen entsprechenden, komplementaren Antikdrper an- 
zukoppeln und dann nachfolgend die vorstehend be- 
schriebene Reaktion mit dem koiloidalen Metall kom- 
plexierten komplementaren zweiten Affinitatspartner 
durchzufOhren. Diese Ausfuhrungsvariante bringt eine 10 
kleinere nochmalige Steigerung der Massezunahme. 
Die Erfindung schlieBt jedoch grundsatzlich auch Ver* 
fahrensvarianten mit ein, bei denen nicht nur ein weite- 
rer Antikdrper an das resonatorgebundene Antigen an- 
gekoppelt ist sondern auch Ausfuhrungsformen, bei de- 15 
nen mehrere Antikdrper aneinander gebunden sind. 
Wesentlich beim erfindungsgeraaBen Verfahren ist je- 
weils, dafl ein komplementarer Affinitatspartner mit 
dem koiloidalen komplexierten Metall jeweils als letzter 
Schrittzugesetztwird und dafl dann eine Entwicklerld- 20 
sung, wie vorstehend beschrieben, hinzugef ugt wird. 

Bevorzugt wird das Verfahren so durchgeftthrt, dafi 
nach Anbindung des komplementaren Affinitatspart- 
ners mit dem koiloidalen Metall die Entwicklerldsung 
und die metallsalzenthaltende Ldsung in einem separa- 25 
ten Schritt zuerst gemischt werden und dann auf die 
Oberflache des sensitiven Elementes aufgetragen wer- 
den. Zu beachten ist hierbei, dafi die Mischung dieser 
beiden Partner kurzfristig vor der Aufgabe auf die sen- 
sitive Oberflache erfolgt, damit unerwfinschte Nebenre- 30 
aktionen vermieden werden. Die Erfindung schlieBt 
aber ausdrilcklich auch aile anderen Verfahrensvarian- 
ten, namlich die getrennte Zugabe dieser beiden Ldsun- 
gen,mitein. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist besonders ge- 35 
eignet, wenn als sensitives Element des Affinitatssensors 
ein gravimetrischer piezoelektrischer Resonator einge- 
setzt wird. Die Erfindung ist dabei grundsatzlich auf alle 
Affinitatskomponenten anwendbar, wie z. B. auf Protein 
A und G, Antikdrper und deren Fragmente oder Lecti- 40 
ne. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand zweier Figu- 
ren und eines Ausfflhrungsbeispiels naher erlautert 
Hierbeizeigen: 

Fig. 1 schematisch den Zustand fur einen A fr *vtats- 45 
komplex, wie er erfindungsgemaB erreicht wire, -ud 

Fig. 2 die Abhangigkeit der Frequenzanderung des 
herbicidbeschichteten Schwingkristalls von der Herbi- 
cidkonzentration in der Ldsung. 


Ausfuhrungsbeispiel 


50 


Das Beispiel betrifft die Ausfuhrungsform, bei der 
zuerst ein zusatzlicher Antikdrper als Zwischenglied 
zum metallkomplexierten Affinitatspartner an das im- 55 
mobilisierte Antigen gekoppelt wird 

Ein Resonator (Schwingkristall), auf dessen Oberfla- 
che als Antigen das Herbicid MCPB (4-(4-Chlor-2-me- 
thyIphenoxy)buttersaure) gebunden (immobilisiert) 
wurde, wird in Pufferldsung (5mmol/l TRIS, 0.5% 6 o 
Schweme-Alburnin, pH 7.4, 0.025% Tween 20) mit ver- 
schiedenen MCPB-Konzentrationen 30 min. in Kontakt 
gebracht und gleichzeitig einer konstanten Konzentra- 
tion ausgesetzt 

Kontrollproben enthalten kein MCPB. Das freie 65 
MCPB konkurriert mit dem resonatorgebundenen urn 
die Bindung an den Anti-MCPB-Antikdrpern. Je mehr 
freies MCPB in der Ldsung enthalten ist, desto weniger 


Antikdrper bindet am resonatorgebundenen MCPB, de- 
sto geringer ist auch die Protein-A-Anbindung an den 
Antikdrper am Resonator, und desto geringer ist auch 
die Verstarkungsreaktion. Es wird also eine umgekehrte 
proportionate Abhangigkeit des Sensorsignals von der 
Analytkonzentration gefunden (Konkurrenzprinzip). 

Nach Waschung mit PBS (pH 7.4)-Tween-Ldsung 
(0.0025%) und WegspOlen ungebundener Antikdrper 
wird der Resonator, an den nun Antikdrper gebunden 
sind, mit dem Komplex Protein-A-Colloidal-Gold 
(20 nm) (Sigma) in einer Verdunnung von 1 : 50 20 min. 
lang inkubiert Unmittelbar vor dem Verstarkungspro- 
zeB wurde der Verstarker (Entwickler) wie folgt berei- 
tet: 

Ldsung A: 2 g Metol (Fluka), 10 g Citronensaure (Fluka) 
in 100 ml aqua dest 

Ldsung B: 1 g Silbernitrat (AgN0 3 ) (Sigma) in 100 ml 
aqua dest 

Ldsung A und B werden ira Verhaltnis 9 : 1 gemischt 
(Ldsung Q. 

Die Oberflache des Resonators wird mit PBS-Tween 
29 und danach mit Wasser gewaschen. Der Resonator 
wird mit Ldsung C in lOfacher Verdunnung 3 bis 10 min. 
kontaktiert Danach wird der Resonator gewaschen und 
getrocknet und die Frequenz des Schwingkristalls wird 
gemessen. 

Eine verstarkte Messung benutzt das gleiche Vorge- 
hen, verzichtet aber auf den Zusatz der Ldsung C 

Fig. 2 zeigt, daB ohne die Verstarkungsreaktion (un- 
tere Kurve) keine Messung mdglich ist, die verstarkte 
Messung dagegen hochempfindlich ist 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Antigenen mit ei- 
nem Affinitatssensor, bei dem auf der Oberflache 
des sensitiven Elementes des Sensors das Antigen 
oder eine Antigen-Modifikation immobilisiert und 
dann mit seinem komplementaren Affinitatspart- 
ner und der unbekannten Menge des Antigens be- 
handelt wird, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
Verstarkung des Signals der komplementare Affi- 
nitatspartner in Form eines Komplexes mit einem 
koiloidalen Metall eingesetzt wird und daB die 
Oberflache des Sensors nachfolgend nl; einer foto- 
grafischen Entwicklerldsung und einer Metall- 
dsung behandelt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurcn gekenn- 
zeichnet, daB als sensitives Element ein gravimetri- 
scher piezoelektrischer Resonator dicnt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die fotografische Entwicklerld- 
sung und die Metalldsung vermischt und dann die 
Mischung auf die Oberflache des sensitiven Ele- 
mentes aufgegeben wird 

4. Verfahren nach mindestens einem der AnsprUche 
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als kolloidales 
Metall Gold, Silber, Kupfer oder Nickel eingesetzt 
wird. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Entwick- 
lerldsung reduzierende Verbindungen, insbesonde- 
re Aminophenole, enthait 

6. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB als Metall- 
dsung eine Ldsung eingesetzt wird, die insbesonde- 
re Silber, Nickel- oder Cu-Salze enthait 

7. Verfahren nach mindestens einem der Ansprttche 
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1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB als komple- 
mentfirer Affinitfltspartner Antibiotika, Pestizide, 
Hormone, Vitamine oder Toxine eingesetzt wer- 
den. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 5 
1 bis 7 t dadurch gekennzeichnet daB vor der Zuga- 
be des komplementaren Affmitatspartners mit dem 
komplexierten kolloidalen Metall mindestens ein 
Antikdrper an das resonatorgebundene Antigen 
angekoppeltwird 10 
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